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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zaméfena na inhibi¢ni u¢inky vybranych mastnych kyselin na bakterie
tvotici biofilm izolovanych z mléénych vyrobkil. V teoretické Casti prace je vysvétlen
princip tvorby a struktura biofilmu i jeho vyznam. V préci je rovnéz popsana charakteristi-
ka a struktura pouzitych mastnych kyselin a obecny popis antibakteridlnich ucinkt a fyzi-
kalnich vlastnosti. V experimentalni ¢asti jsou zhodnoceny inhibi¢ni u¢inky mastnych ky-
selin na riist grampozitivnich 1 gramnegtivnich ty¢inek a tvorbu biofilmu. Nejvétsi antimi-
krobni vlastnosti vykazovala MK C;;.; jiz pfi nizkych koncentracich na vSechny testované
bakterie. Bakteriostaticky ptsobila MK C,. jiz v koncentraci 25 mg:1" na rod Bacillus
krom¢ Bacillus tequilensis. Baktericidni u¢inky vykazovala MK Ci,, pfi koncentraci 250
mg1" na viechny sledované bacily. Malo G&inné mastné kyseliny vi&i ristu bacila byly
MK Cs.p a MK Cig.0. Naopak na bakterii Stenotrophomonas maltophilia pasobila inhibi¢né
MK Cis.jiz od koncentrace 25 mg-1". Biofilm produkovany Stenotrophomonas maltophi-

lia byl vici pasobeni vsech MK odolny.
Klicova slova: biofilm, MALDI TOF, mastné kyseliny, PCR, ristova kiivka

ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the inhibitory effects of selected fatty acids on biofilm
bacteria isolated from dairy products. The theoretical part explains the principle of biofilm
formation and structure and its importance. The thesis also describes the characteristics and
structure of fatty acids used and a general description of antibacterial effects and physical
properties. In the experimental part, the inhibitory effects of fatty acids on the growth of
gram-positive and gram-negative rods and biofilm formation are evaluated. MK Ci;;
showed the greatest antimicrobial properties even at low concentrations on all tested bacte-
ria. MK C 2. was already bacteriostatically active at a concentration of 25 mg:1"' per genus
Bacillus except Bacillus tequilensis. MK Cj,0 showed a bactericidal effect at a concentra-
tion of 250 mg-1" on all the observed bacilli. Low potency fatty acids to bacilli growth
were MK Cg.o and MK Cis.0. On the other hand, Stenotrophomonas maltophilia was inhib-
ited by MK Cg, already at 25 mg-1". The biofilm produced by Stenotrophomonas malto-

philia was resistant to all MK.

Keywords: biofilm, MALDI TOF, fatty acids, PCR, growth curve
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UvVOD

Bakterie a jiné mikroorganismy v pfirodé¢ mohou zit ve form¢ planktonu nebo mnohem
Castéji vytvareji spolecenstva, ktera jsou pfichycena k podkladu a vytvaii organizovanou
strukturu — biofilm. Mikrobidlni biofilmy byly poprvé popsany v roce 1936 a nasledny
vyzkum odhalil jejich vSudypiitomnost a fyziologické rozdily od volné Zijicich planktonic-
kych mikroorganismu. Tato organizovana struktura je tvoiena polysacharidovou nebo pro-
teinovou substanci, jeZ je protkand siti mikrokanalki zajist'ujici pfisun zivin.

Kromé ptirodniho prostiedi, kde se mohou biofilmy tvofit zejména ve vodnim prostredi, se
také vyskytuji na cizich télesech v lidském téle, dale v podobé zubniho plaku nebo zptso-
buji koroze. Na druhou stranu maji i prospé$nou roli nejen v biotechnologiich a technologi-

ich pro cisténi odpadnich vod, ale jsou 1 soucésti stfevni mikroflory ¢lovéka.

Bakterie tvofici biofilm jsou schopné na rozdil od planktonickych forem mikroorganismi
prezivat v extrémnich podminkach, maji vyssi odolnost vii¢i plisobeni toxickych latek a
ultrafialového zareni a vykazuji vyssi stupeil rezistence k antimikrobidlnim latkam (Rulik,

2011).
Témito latkami pouzitymi v mé praci jsou mastné kyseliny. Jsou to latky pfirodniho cha-
rakteru, jejichZ antimikrobidlni aktivita je zavisla na stupni a typu nasycenosti a délce uh-

lovodikového fetézce.

Cilem mé prace je zhodnotit inhibi¢ni ucinek vybranych mastnych kyselin na riist bakterii

a tvorbu biofilmu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOFILM

1.1 Definice biofilmu

Bakteridlni buiiky volné Zijici jsou neustidle napadany nepiedvidatelnymi podminkami,
které jsou zavislé na pocasi, lidské Cinnosti, mnozstvi antimikrobidlnich latek a invazi rtz-
nych druht predatort. Existence a tvorba biofilmu je pro bakterie z mnoha divoda vyhod-
néjsi a ve veétsingé prostiedi také je zadkladnim zpiisobem jejich prirozené existence. Bakte-
rie maji pfirozenou tendenci se lepit, pfilnout na pevny povrch (Schindler, 2001). Oproti
bakteriim rostoucim v planktonické formé, biofilm bunkam pomaha koncentrovat zifedéné
ziviny ve vodé¢, zprostiedkovavat aktivni interakce mezi druhy pro expresi a ptenos vhod-
ného genetického materialu (Lee, ¢c2013). Také chrani bunky v biofilmu pfed mechanic-

kym poskozenim, vysusenim, UV zafenim, toxickym latkam a bakteriofagy (Rulik, 2011).

Bakterie mohou tvofit biofilmy na povrSich biotickych (ovoce, maso) nebo abiotickych
(stény potrubi, kanalizace, zafizeni) (Ray a Bhunia, 2014). Biofilm lze nalézt i
v Iékatskych a primyslovych zafizenich, v pidnich a vodnich prostfedich, ale také na po-

vrsich v zivych tkanich ¢i soucasti mikroflory ¢lovéka (Lee, c2013).

Biofilm neni homogenni struktura, ale skldda se z ¢etnych dutin a agregatli. Bakterie jsou v
biofilmu rozloZeny nerovnomérné, rostou ve shlucich (mikrokoloniich), které mohou byt
kuzelovitého nebo houbovitého tvaru. Tyto mikrokolonie jsou spojeny pomoci spletitych
kanalkl (Schindler, 2001). Biofilm je slozen ptedevsim z vody, organickych latek, anorga-
nickych usazenin, které jsou pfinaSeny kapalinou omyvajici biofilm zvenci, z Zivotaschop-
nych bunék, ale i mrtvych, které produkuji sliz, jez je tvofen extracelularni polymerni sub-
stanci (EPS), kterd obsahuje smés polysacharidi, proteini a DNA (Lee, c2013). EPS je
zdrojem Zivin, pomaha odoldvat dezinfekci a fyzickému odstranéni z povrchu (Ray a
Bhunia, 2014). Obecné lze fici, Ze podil EPS v biofilmech se mlZe pohybovat v rozmezi

zhruba 50 az 90 % celkové organické hmoty (Schulte ez al., 2005).
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1.2 Vyznam biofilmu

Pro mikroorganismy tvofici biofilm je typické, ze se bézn¢ vyskytuji jako soucast normalni
mikroflory naptiklad v travicim traktu, kde dochazi k rozkladu latek, které naSe vlastni
enzymy nejsou schopny $tépit, stejné jako produkce latek, které si lidské télo samo vyrobit
nedokaze (napf. vitamin K). DalSim ptfikladem muze byt tvorba bakteriocini nebo kyseliny
mlécné, jez je produkovana laktobacily na vaginalni sliznici. Pokud dojde k naruSeni pfiro-
zené mikroflory, mohou byt zastupci mikrofléry pfi¢inou zanétu v daném misté (Hola,
2012).

Bakterie v biofilmu zptsobuji také fadu chronickych a obtizné 1é¢itelnych onemocnéni
(Hola, 2012). Piikladem miiZe byt té€zka pneumonie u pacientl s cystickou fibrézou. Jedna
se infekci zplsobenou Burkholderia cepacia a Pseudomonas aeruginosa (Parsek a Singh,
2003). Problémem u tohoto onemocnéni je nadmérna tvorba viskdzniho hlenu v dolnich
cestach dychacich v disledku kolonizace pseudomodanami produkujici alginat, ktery
usnadiiuje adhezi bun¢k na povrch epitelu, chrani pfed ucinky antibiotik a snizuje samocis-
tici schopnost plic. Vysledkem je rozvoj téZké nemoci Spatné reagujici na terapii a
v kone¢ném disledku vedouci ke smrti pacienta (Jamal et al., 2018).

Biofilm se snadno tvofi na tracheédlnich cévach nebo umélych implantéatech, jako jsou kar-
diostimulatory, um¢lé kloubni ndhrady, umélé srde¢ni chlopné, nitrodélozni téliska apod.
V primyslu plisobi mnohé problémy, nebot’ zneciStuje povrchy, na nichz se tvofti, ptipadné
je poSkozuje korozi a snizuje estetickou kvalitu upravené vody. VétSina bakterialni bioma-
sy se vyskytuje na povrchu stén riznych nadrzi, filtrii a rozvodnych potrubi. Na druhé stra-
né¢ ma metabolickd cinnost biofilmu nezastupitelnou roli v CiSténi odpadnich vod

v konvekénich a alternativnich ¢istirnach (Rulik, 2011).

1.2.1 Zubni plak

Zubni plak je asi nejzndméjSim mikrobidlnim biofilmem vyskytujici se v lidském téle. Je
tvofen mnoha bakteriemi, které jsou soucasti normalni mikrobidlni flory, jejiz adhezi
usnadiiuje povlak vytvofeny na povrchu zubl (Rulik, 2011). Jeho tvorbu podporuje sa-
chardza, kterou pfijimame v potravé. Plak Ize odstranit, ale vzdy se vytvoii znovu (Schin-
dler, 2001). Je tvofen smési fosfoproteini, glykoproteinti, lipida, polysachariditi, albuminu,
lysozymu aj. Povrch zubi je velmi snadno a rychle kolonizovan a v pribéhu nékolika dnii

je doplnén dal$imi bakteriemi, tzv. sekundarnimi a tercidlnimi kolonizatory. Typickymi
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sekundarnimi kolonizatory jsou aktynomycety a Fusobacterium nucleatum, Streptococcus

salivarius, zastupci rodu Prevotella, Veillonella aj. (Hola, 2012).

V hlubsich vrstvach biofilmu dochazi k hromadéni kyselych produkti metabolismu a jejich
ucinkem dochazi k naleptani zubni skloviny, coz vede k tvorbé zubniho kazu. Za nejvy-
znamng¢jsi puvodce zubniho kazu je povazovan Streptococcus mutans a rod Lactobacillus.
Naproti tomu zubni kdmen vznik4 mineralizaci zubniho plaku. Biofilm vytvofeny v oblasti
zubniho kr¢ku zptisobuje zanétlivé onemocnéni periodontitidu. Pfi¢inou je Spatna ustni
hygiena, coZ v horSich ptipadech vede aZ ke ztrat€ zubli. Obvykle je toto onemocnéni zpi-
sobeno Pseudomonas aeruginosa a Fusobacterium nucleatum (Jamal et al., 2018). Zubni
plak i ordlni biofilm mohou vyvolat infekce krevniho fecisté a to naptiklad mechanickym

poskozenim dasni pii €isténi zubl (Rulik, 2011).

1.2.2 Biofilm na umélych povrsich

Pouzivani umélych implantati zavedenych do krevniho fecisté je jednou z pfic¢in vzniku
zavazného onemocnéni spojeného s pritomnosti biofilmu. Osidleni implantati bakteriemi
je znacn€ usnadnéno pokrytim jejich povrchu vrstvou tkanovych proteint hostitele, krev-
nich desticek a dalSich sloZek krve ¢i jinych télnich tekutin. Diivodem rozvoje infekci mi-

Ze byt material, ze kterého je implantat vyroben (Rulik, 2011).

Biofilmy se nejcastéji vyskytuji na povrchu katétra, cévnich protéz, umélych chlopennich
nahrad, kontaktnich ¢ocek a dalSich (Jamal er al., 2018). Nej€astéjSimi izolovanymi mi-
kroorganismy z katétra jsou Staphylococcus epidermidis a dal$i koagulazanegativni stafy-
lokoky, dale pak Staphylococcus aureus, enterobakterie, kvasinky rodu Candida a dalsi

(Hola, 2012).

Velmi castymi jsou i infekce vyvolané dlouhodobou katertizaci mo€ovych cest. Bakterie se
na povrch katétrli mohou dostat uz pfi jejich zavadéni. Mocové katétry jsou nejcastéji ko-
lonizovany Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa (Jamal et al., 2018). Posledni ze zminiovanych
patogenit je schopen tvofit biofilm na povrchu kontaktnich Cocek, coZz miize vést
k chronickému dréazdéni rohovky. Také kolonizace nitrod¢loznich télisek mize zptisobovat
zanéty délohy a dalSich oblasti panve. Biofilmpozitivni bakterie Staphylococcus aureus se

podili pfi infekcich kloubnich nahrad v oblasti mezi samotnou kloubni ndhradou a kosti.
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Infekce kloubnich nahrad vede k jejimu uvolnéni a k nespravné funkci umelého kloubu

(Rulik, 2011).

1.2.3 Biofilm v kosmetice

Cely povrch kiize pokryva biofilm. K jeho vzniku napomaha tvorba kozniho mazu, ekrinni
a apokrinni sekrece, zbytky korneocytl a kosmetiky, piipravky pro péci o pokozku a léky.
Velmi silnym antimikrobidlnim ¢inidlem je Triclosan, ktery je béznou soucasti mydel na
ruce, deodorantli, past na zuby, Gstnich vod a Cisticich prostiedkli, ma silné ucinky na
grampozitvni i gramnegativni bakterie (Draelos, 2010).

Nezadouci ucinky bioflmu jsou spojovany s aplikaci riznych plnidel, botulotoxinu nebo s
liposukci. Tyto latky urc¢ené k omlazeni pleti se injekéné aplikuji ptes kiizi na pozadované
misto. Problém nastava, jestlize je zaveden i1 bakteridlni biofilm, ktery pozdé¢ji vede
k okultni infekci (Draelos, 2010).

Tween 80 (polysorbat 80) je neionogenni povrchové aktivni latka, ktera je Siroce pouziva-
na jako emulgator v kosmetice, v 1€Civech a potravinaiskych vyrobcich. Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes a Pseudomonas fluorescens jsou ¢astymi pfi¢inami chorob
spojenymi se znehodnocenymi potravinami. Pfidanim 0,1% Tweenu 80 do riistového mé-
dia ma za nasledek nejen zvySeny rist planktonického Staphylococcus aureus, ale 1 jeho
rust v biofilmu. Naproti tomu sniZuje adhezi bakterii Listeria monocytogenes a Pseudomo-
nas fluorescens a rovnéz ma 1 inhibi¢ni ucinek na jejich biofilm (Nielsen ef al., 2016).
Vysoce G€innymi antibiofilnimi ¢inidly, které zplsobuji smrt bakteridlnich buné€k, jsou
mikroemulze. V experimentu, kde byla pfipravena stabilni emulze o/v, kterd sestavala z
15% Tweenu 80, 6% pentanolu a 3% ethyl oleatu, byl prokdzan pozitivni G¢inek na biofilm

bakterie Pseudomonas aeruginosa (Al-Adham et al., 2003).

1.2.4 Biofilm v potravinarstvi

Vyskyt biofilmu v potravinafstvi je zcela béZzny. Jeho pfitomnost v potravinaiském pri-
myslu miize zpisobit poskozeni vybaveni, kontaminaci produktl, energetické ztraty a ne-
bezpeci infekei. Na druhou stranu je mozné zuzitkovat proces tvorby biofilmu u technolo-
gicky vyznamnych kmenil ve vyrobnim procesu ¢i se s nim setkat jako soucast potravinai-
skych vyrobkl. Prospésné postaveni ma biofilm v octafstvi, vinafstvi nebo pivovarnictvi.

Dale pak pii vyrobé plisnovych syrit (Rulik, 2011).
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Mikrobialnimi ptivodci nemoci pfenosnych potravinami a tvotici biofilm je Campylobacter
Jjejuni. Syrové maso, neoSetfena voda, neosetiené mléko a domaci zvifata jsou hlavnimi
zdroji infekce. Listeria monocytogenes nejCastéji pieziva v savcich hostitelich, v pade a
v krmivu upraveném sildzovanim. Hlavni pfic¢inou infekce je konzumace kontaminovanych
potravin, zejména mlékarenskych produktli, syrového masa a syrové zeleniny. Onemocné-
ni vyvolané timto patogenem je oznacovano jako listerioza. Kontaminované mlé¢éné vy-

robky, syrové maso a vejce mohou byt spojovany i s kontaminaci salmonely (Rulik, 2011).

1.3 Tvorba a zanik biofilmu

Bylo navrzeno nékolik moznych mechanismi, kterymi se mikrobialni bunky pfipeviiuji na
pevny povrch a vytvaii biofilm. Cyklus tvorby biofilmu Ize popsat tiemi kroky (Obr. 1):
pfipojeni (adheze) bunc¢k k pevnému povrchu, zrani (maturace) a tvorba biofilmu, faze

odlucovani bun¢k (Ray a Bhunia, 2014).

Po prvnim pfichyceni na vhodny povrch zacinaji buniky produkovat primarni biofilm, na
ktery se mohou ptichytavat dalsi buniky tzv. sekundarniho biofilmu (Rulik a Hola, 2012).
V prvni fazi je planktonicka bunika pfidrZovana k povrchu slabymi silami Van der Wallso-
vého typu. Tato faze je vratna (reverzibilni). Ve druhé fazi bakterie tvoti EPS, ¢imz vytvari
extracelularni matrici, ve které jsou fixovany. V této fazi bunky rostou v tésné blizkosti,
coZ jim umoznuje intenzivngj$i vymeénu genetické informace, komunikuji mezi sebou, ros-
tou, vytvafi sit’ mikrokanalki a tvofi se veSkera odolnost biofilmu proti vysuseni, antibioti-
kiim a toxickym latkdm. Tato faze je nevratna (ireverzibilni). Jakmile se vytvoii zraly bio-
film, nékteré bunky se z kolonii odlouci, piechazeji do planktonického stavu a opét se pfi-
pojuji k novému povrchu. Oddé¢leni mikrobidlnich bunék a pfemisténi na nové misto po-
maha pfi Sifeni infekci (Ray a Bhunia, 2014). Pficinou tohoto chovani je pravdépodobné
zvySujici se konkurence a neunosnost dal$i existence ve spolecenstvi anebo nedostatek
zivin. Produkované chemické signaly upozoriiuji buniky na jejich pfitomnost a zabranuji
dal§imu pfemnoZeni populace. Tento zplisob komunikace uvnitf biofilmu se oznacuje po-

jmem vnimani mnoZstvi tzv. quorum sensing (Lewis, 2001).

Tvorba biofilmu a schopnost bunék adherovat siln¢ zavisi na povaze povrchu. Prichyceni
k podkladu je také usnadnéno pfitomnosti fimbrii na povrchu bun¢k (Lewis, 2001). Do-
stupnost zivin, osmolarita, pH, mnozstvi kysliku nebo teplota jsou faktory, které jsou dii-

vodem ptechodu z planktonického zivota k riistu na povrchu (Schulte et al., 2005).
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Obr. 1. Vznik a struktura biofilmu (upraveno dle Schindler, 2001)

1.4 Prevence vzniku a zptisoby odstranéni biofilmu

K odstranéni biofilmu v potravinafském a kosmetickém pramyslu se vyuziva fyziologic-
kych, chemickych a biologickych postupt. Mikrobialni tvorba biofilmu na povrchu zatize-
ni a na povrsich potravin je vuci odstraiiovani a usmrcovani bun¢k velmi odolna (Ray a
Bhunia, 2014). Existuje mnoho faktort, které jsou odpovédné za rezistenci biofilmu
k antimikrobidlnim latkdm. Jeden z diivodii mize byt difuzni bariéra (Lewis, 2001). Bio-
film by mél byt odstranén v rané fazi. Planktonické buniky v poc¢ate¢ni fazi tvorby biofilmu
jsou mnohem citlivéjsi k dezinfekcei neZ ptilehlé buniky v biofilmech (Ray a Bhunia, 2014).
Bylo prokazéano, ze bakterie v biofilmech mohou tolerovat 100 az 1000krat vyssi koncen-
trace antibiotik a dezinfekcnich ptipravkl nez planktonické bunky (Macia, et al. 2014).
Zajimavy priklad diftzni bariéry byl popsan u Pseudomonas aeruginosa, jehoz plankto-
nické buiiky byly velmi citlivé na peroxid vodiku o koncentraci 1700 mg:1", ale buiiky
v biofilmu byly G€inn€ chranény (Lewis, 2001). Zplsobem odstranéni mize byt pouZziti
detergentu zaloZeného na enzymech, ktery rozklada glykokalyx. Dale nékterd oxidaéni
¢inidla, chlér, peroxid vodiku nebo bakteriociny jsou u€¢inné proti Sirokému spektru mikro-
organismi. Velky potencidl k odstranéni biofilmu maji i bakteriofdgy. Bakteriofag se ne-
vratn€ vaze na bakteridlniho hostitele, infikuje jej, ¢imZ dochézi k lyze bakterialni bunky.
Aby se zabranilo tvorbé biofilmu na potravinach, je tieba je uchovavat pii nizkych sklado-
vacich teplotach a pouzivat vhodné konzervacni ptfisady (Ray a Bhunia, 2014).
V primyslovych systémech se pouzivaji chemické latky tzv. biocidy, které inaktivuji pato-
genni 1 nepatogenni zivé organismy. Biocidy mohou reagovat s makromolekulami, jako
jsou proteiny, enzymy, nukleové kyseliny a polysacharidy. Vysledkem je naruSeni mem-
bran s unikem intracelularnich slozek a destrukce mnoha bunéénych funkci, véetné repli-

kace, transkripce, syntézy proteinii a obecného metabolismu (Schulte ef al., 2005).
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1.5 Metody priikazu biofilmu

Siroce pouzivanou metodou je Christensenova zkumavkova metoda. Jedna se o standartni
test pro detekci tvorbu biofilmu, jehoz provedeni spociva v obarveni sklenéné zkumavky
krystalovou violeti, ve které¢ byl v bujonu kultivovan mikrob tvofici biofilm. Tvorba bio-
filmu je povaZovana za pozitivni, jestlize se vytvoii viditelna vrstva na vnitini sténé zku-
mavky. Tato metoda je pouze orientacni. Objektivni vysledky poskytuje spektrofotome-
trické vyhodnoceni na mikrotitra¢nich destickach. Provedeni pritkazu biofilmu na mikrotit-
racnich destickach je obdobné jako u predchozi zkumavkové metody s tim rozdilem, ze
vazané barvivo se extrahuje ethanolem a intenzita zbarveni vyluhu v jednotlivych jamkach
se méii spektrofotometricky (Lewis, 2001). Dal$i metodou pro ovéfeni tvorby biofilmu je
kultivace bakterii na agaru s kongo ¢erveni. Po kultivaci se hodnoti vzhled kolonii, kdy za
pozitivni vysledek se povazuji ¢erné kolonie se suchym a drsny povrchem (Mathur et al.,

2006).

Biofilm lze detekovat a zkoumat pomoci instrumentélnich metod. Svételna mikroskopie je
nejpouzivanéj$i mikroskopickou metodou, kterd umoznuje pozorovat biofilm pfichyceny
k prithlednému podkladu. Strukturu biofilmu Ize zvyraznit obarvenim krystalovou violeti
nebo karbolfuchsinem. Pro hladké a neprithledné povrchy, jako je kov, plast nebo kerami-
ka, 1ze vyuzit fluorescenéni mikroskopii na zékladé fluorescenéné barvenych vzorkl. Ske-
novaci elektronova mikroskopie slouZi k pozorovani morfologie bakterii ulpivajicich na
povrchu materialu, morfologii povrchu materidlu a vztahli mezi nimi (An a Friedman,
1997). K poznani struktury biofilmu nestaci jen béZzné metody optické nebo elektronové
mikroskopie. K tomuto nejlépe slouzi tzv. konfokalni laserovy mikroskop, kdy s pouzitim
rastrovaci techniky lze prohlizet plochy ve zvolené hloubce objektu, a tim prostudovat ce-

lou prostorovou strukturu biofilmu (Schindler, 2001).
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2 MASTNE KYSELINY

Z chemického hlediska to jsou alifatick¢é monokarboxylové kyseliny, které Ize ziskat hyd-
rolyzou piirodnich lipidi. Mastné kyseliny se od sebe odlisuji délkou uhlovodikového fe-
tézce, stupném nenasycenosti a isomerii dvojnych vazeb cis a trans. Mastné kyseliny, které
obsahuji vice nez 10 uhlikovych atomil se oznacuji jako vyssi. Podle pfitomnosti a poctu
dvojnych vazeb se MK d¢€li na nasycené (neobsahuji dvojnou vazbu v fetézci) a nenasyce-

né (obsahuji dvojnou nebo trojnou vazbu) (Kodicek et al., 2015).

Nicol et al., (2018) zkoumali inhibi¢ni G¢inek kyseliny palmitolejové a myristové na tvor-
bu bioflmu. Ukézalo se, Ze tyto kyseliny o koncentraci 0,02 mg-1" jsou schopny snizit
tvorbu biofilmu Acinetobacter baumannii az o 38 %. Bylo také zjisténo, Ze tyto mastné
kyseliny mohou mit vliv na komunika¢ni systém bakterii tzv. quorum sensing. Je prokéaza-
no, ze kyselina mravenci, kapronové a laurovd vykazuji nejvetsi antibakteridlni aktivitu,
ale vu¢i Candida albicans jsou mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem
mén¢ ucinné (Huang et al., 2011). VUci této kvasince jsou ucinné polynenasycené mastné
kyseliny. Bylo zjisténo, Ze kyselina eikosapentaenova (EPA), dokosapentaenova a dokosa-
hexaenova (DHA) o koncentraci 1 mmol-l” maji inhibi¢ni u¢inek na mitochondrialni me-
tabolismus a vliv na produkci biomasy Candida albicans (Thibane et al., 2010). Kyselina
EPA a DHA jsou nezbytnou soucasti obranného systému lidského téla a hraji klicovou roli
pii imunitnich reakcich. T¢lo si je nedokaZe vytvofit samo, proto se oznacuji jako esenci-
alni a musi se piijimat v potraveé. Tyto kyseliny se pfirozené vyskytuji v rybim oleji. Bylo
prokazéano, ze tyto kyseliny pfitomné ve sledovém oleji, snizuji tvorbu biofilmu Staphylo-
coccus aureus. Tento patogen je ptivodcem fady infekci krevniho fecisté. Pfidanim téchto
MK do zivného média obsahujici krev, vede ke snizeni hemolytického ucinku cervenych

krvinek a k inhibici ristu tohoto patogenu (Kim et al., 2018).

2.1.1 Kyselina kaprylova

Kyselina kaprylova je mastnd kyselina s 8 atomy uhliku, kterd se pfirozené vyskytuje
v mléénych tucich v mnozstvi 1 az 4 %, v palmovém a kokosovém oleji ze 2 az 8 %. Je to

bezbarva kapalina neptijemného zapachu (Ullrich, 1963).
Vykazuje inhibi¢ni u€inky béznych patogenti hovézi mastitidy, jako jsou Escherichia coli,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis a Staphylo-

coccus aureus. Bylo prokazano, ze kyselina kaprylova, kterd byla pfidana do mléka, vyka-
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zovala pfi koncentraci 14 000 mg-l" zna¢nou inhibici a sniZeni poétu Zivotaschopnych
bunék, ptfi¢emz nejcitlivejsi z téchto péti patogenii byla Escherichia coli (Nair et al., 2005).
Skiivanova et al. (2006) prokazala, Ze kyselina kaprylova koncentraci 3000 mg-1" viditelnd

inhibuje rast Salmonella sp.

2.1.2 Kyselina kaprinova

Tato nasycend mastna kyselina s 10 atomy uhliku se nachazi spole¢né s kyselinou kaprylo-
vou a kapronovou v kozim mléce (Hoza a Sumczynski, 2005). Také se vyskytuje ve stej-
nych olejich a pfiblizn€ ve stejném mnozstvi jako kyselina kaprylova. Ve vodé je téméer
nerozpustna, jeji alkalické soli maji mydlovy charakter (Ullrich, 1963).

Kyselina kaprinova o koncentraci 1700 mg1" dokaze &inn& inhibovat Campylobacter
Jjejuni, jez je potravindiskym patogenem (Thormar et al., 2006). Bergsson et al. (2002)
zjistili se, ze kyselina kaprinova o koncentraci 1700 mg:1"' inhibuje rtst Helicobacter pylo-
ri, ktery je rizikovym kolonizatorem Zaludku a plvodcem rakoviny (Bergsson, Stein-
grimsson a Thormar, 2002). Mbandi et al. (2004) prokazali, Ze kyselina kaprinova o kon-
centraci 150 mg-I"' dokéaze inhibovat riist Listeria monocytogenes, jeZ je patogenem kon-
taminujici masné vyrobky (Mbandi, Brywig a Shelef, 2004). Kyselina kaprinovd ma téz
antifungicidni €¢inek (Murzyn et al., 2010).

2.1.3 Kyselina laurova

Kyselina laurova je nasycena mastnd kyselina se 12 atomy uhliku, vyskytujici se v tucich
semen mnohych tropickych rostlin, kde je obsaZzena v mnoZstvi az 50 %. Pfi normalni tep-
loté je to tuha krystalickd latka, specifické viné pfipominajici kokosovy tuk. Ve vodé je
nerozpustna a jeji alkalické soli maji uz vyslovné mydlovy charakter. (Ullrich, 1963) Pou-
ziva se k vyrob¢ kapalnych Cisticich prosttedk a t€lovych mydel. Ptipravuje se neutraliza-
ci hydroxidem draselnym (Iwata a Shimada, c2013).

Ze vSech mastnych kyselin, které¢ maji délku fetézce od 6 do 18 uhlikl, bylo zjiSténo, ze
kyselina laurova vykazuje nejvétsi antibakteridlni ucinek proti grampozitivnim bakteriim.
Nejvice nachylné jsou streptokoky a pneumokoky, zatimco bakterie Staphylococcus aureus
a Staphylococcus epidermidis jsou nachylné nejméné (Thormar, 2011). Petschow et al.
(1996) zjistili, Ze kyselina laurova byla jedind mastna kyselina se sttednim fetézcem, ktera
vykazovala baktericidni u¢innost proti Helicobacter pylori (Petschow, Batema a Ford,

1996).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

2.1.4 Kyselina palmitova

Tato mastna kyselina se 16 atomy uhliku je nejrozsifenéjsi nasycend mastna kyselina, ktera
se v mnozstvi 5 az 6 % vyskytuje ve vSech tucich rostlinného 1 zivoc¢isného ptivodu. Tuky
s velkym obsahem této kyseliny jsou velmi vhodné pro vyrobu mydel. Kyselina palmitova
je bila krystalicka latka bez zapachu (Ullrich, 1963).

Altieri et al. (2009) zkoumali G¢inky kyseliny palmitové a jejiho monoacylglyceridu proti
gramnegativnim bakteriim Escherichia coli, Yersinia enterocolitica a Salmonella pticemz
zjistili, ze 20 mg:1" kyseliny palmitové vykazovalo po 24hodinové inkubaci 60-80% akti-

vitu.

2.1.5 Kyselina stearova

Nejbéznéji se vyskytujici 18-uhlikatd nasycend kyselina, kterd je z 20 % zastoupena
v bambuckém a kakaovém masle. Smési kyseliny stearové a kyseliny palmitové jsou nej-
rozsifenéjSimi mastnymi kyselinami pouzivanych v kosmetice, zejména v krémech (Iwata
a Shimada, c2013). Je nevhodna pro piipravu mydel z diivodu Spatné rozpustnosti jejich
alkalickych soli ve vodé vedouci k nepénivosti mydla. Kyselina stearova je bila krystalicka
vosku podobna latka bez viing, ktera je nerozpustna ve vod&. Piipravuje se zpravidla hyd-
rogenaci kyseliny olejové (Ullrich, 1963). Ve vétSin€ studii, které¢ zkoumali antibakteridlni
ucinek této kyseliny, bylo zjisténo, ze vykazuje inhibi¢ni G¢inek az pii vysSich koncentra-

cich.

2.1.6 Kyselina undecenova

Kyselina undecenova (mykoseptin) je nenasycend mastna kyselina, kterd se pouziva lokal-
né pfi lé€eni mnohych dermatomykoz. Ptipravuje se tepelnym rozkladem kyseliny ricino-
lejové (Hampl a Palecek, 2002). Kyselina undecenovd miiZze mit jisty vliv na plisiovou
infekci, ale pfesny mechanismus jeji inhibice je nejasny. Bylo prokézano, Ze inhibuje tvor-
bu biofilmu a hyf Candida albicans s optimalni koncentraci vy3si nez 3 mmol-l”, kdy buii-
ky pod elektronovym mikroskopem vykazuji atroficky vzhled. Naopak koncentrace niz$i

jak 3 mmol-I"! nemaji na biofilm zadny vliv (Shi et al., 2016).
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2.2 Fyzikalni vlastnosti mastnych kyselin

Mastné kyseliny, jak volné, tak vazané maji funkci tepelné izolace, metabolického paliva a
jsou zékladnimi slozkami vSech membran. Hlavnimi zdroji mastnych kyselin jsou rostlinné
oleje, mlécné vyrobky, masné vyrobky, obili, ryby nebo rybi oleje (Desbois a Smith,
2010).

Karboxylova skupina mastnych kyselin je hydrofilni a uhlovodikovy fetézec hydrofobni,
¢imZz méa molekula amfipaticky charakter. Kvili svym amfipatickym vlastnostem mohou
mit soli mastnych kyselin funkci detergenti a mydel (Desbois a Smith, 2010). Mastné ky-
seliny tvofi podle zptisobu krystalizace krystaly s riznymi modifikacemi, jsou tedy poly-
morfni. Jednotlivé modifikace se oznacuji jako a, B, a y. Mastné kyseliny s méné nez 10
uhlikovymi atomy jsou za bézné teploty kapalné, ty s vétS§im poctem uhlikil jsou tuhé.
Snadno se rozpoustéji v organickych rozpoustédlech jako je ether, benzin nebo benzen
(Ullrich, 1963). Ve vode¢ se rozpousteji pouze nizsi mastné kyseliny, vyss$i mastné kyseliny
maji tendenci se sdruzovat, coz vede k tvorbé monovrstev nebo micel. Nasycené¢ mastné
kyseliny jsou velmi stabilni, zatimco nenasycené kyseliny jsou nachylné k oxidaci. Cim
vice dvojnych vazeb mastna kyselina obsahuje, tim je vice nachylnd k oxidaci. Mastné
kyseliny nachazejici se v konfiguraci trans jsou mnohem odolnéjsi vi¢i oxidaci nez pfi-
slusné kyseliny s cis konfiguraci. Antioxidanty jsou velmi dilezité latky v prevenci proti
oxidaci a tvorbé radikalii (Rustan a Drevon, 2001). Pocet nenasycenych vazeb a délka uh-
lovodikového fetézce ovlivituje bod tani. Cim je fetézec kratsi a ¢im je vétsi podet dvoj-
nych vazeb, tim je bod tani niz§i (Skarka a Ferencik, 1987). Ptitomnost konfigurace cis

v molekule také vyrazné sniZuje teplotu tani (Scrimgeour, 2005).

2.3 Antibakterialni u¢inky mastnych kyselin

Mastné kyseliny mohou bakterie zabijet (baktericidni ucinek) nebo inhibovat jejich rist
(bakteriostaticky ucinek), coz je reverzibilni stav a znamena to, ze bakterie zistava zivota-
schopnd, ale nemiiZze projit bunécnym délenim. Pfesny mechanismus piisobeni mastnych
kyselin je nejasny. Hlavnim cilem je pravdépodobné bunécnd membrana, kde narusuji pro-
ces elektronového transportu a oxida¢ni fosforylace. Antibakterialni ucinek by také mohl
spocivat v inhibici enzymové aktivity a tvorbé toxickych produktti (Desbois a Smith,
2010). Bylo zjisténo, ze plisobenim tepla a snizenim hodnoty pH se naruSuje permeabilita
vnéj$i membrany bakterii, coz umoznuje proniknuti mastné kyseliny do bunky (Thormar,

2011). Kromé¢ pfimych antimikrobialnich ucinki na rast bakterii mohou byt mastné kyseli-
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ny schopny brénit mikrobiim kolonizovat k povrchu. Biofilmy umoziuji mikrobidlnim
bunikdm ulpét na biologickych nebo nezivych povrsich a je znamo, Ze tyto struktury hraji
zéasadni roli v mnoha onemocnénich a infekcich. Volné mastné kyseliny mohou zabranit
adhezi a vzniku biofilmu nebo naru$it komunikaci mezi buiitkami (P. Desbois, 2012).
Schopnost nékterych bakterii ménit hydrofobicitu na povrchu bunék muize snizovat G¢inek
mastnych kyselin. Stejn¢ tak pfitomnost karotenoidii umisténych v membrané zvySuje
odolnost nékterych bakterialnich kmenti (Desbois a Smith, 2010).

Antibakterialni aktivita mastnych kyselin zavisi na délce uhlovodikového fetézce a na pii-
tomnosti, po¢tu a poloze dvojnych vazeb. Tuto aktivitu zajistuje karboxylova skupina,
protoze koncova methylova skupina vykazuje nizkou nebo viibec zadnou aktivitu. Nenasy-
cené mastné kyseliny se sttedn¢ dlouhym az dlouhym fetézcem maji tendenci byt aktivngj-
§1 proti grampozitivnim bakteriim nez proti gramnegativnim. Také mastné kyseliny, které
se prirozen¢ vyskytuji v konfiguraci cis, maji vétsi antibakterialni aktivitu nez kyseliny
v konfiguraci trans. Z nasycenych mastnych kyselin vykazuji antibakterialni aktivitu kyse-
liny s 10 nebo 12 uhliky, pficemZ s klesajici nebo s rostouci délkou fetézce aktivita klesa.
Existuji vSak studie, které tvrdi, Ze kyseliny se 16 nebo 18 atomy uhliku mohou byt proti

nekterym druhiim bakterii u¢inng;si (Desbois a Smith, 2010).
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3 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobunécné, mikroskopické a vSudypifitomné organismy s jednoduchou
vnitini strukturou. Jejich DNA je ulozena bud’ volné v cytoplazmé v podobé plazmidi
anebo je zkroucend do nukleoidu. Na povrchu bunky je bunécna sténa, kterd ovliviiuje je-
jich barvitelnost, podle ¢ehoz se bakterie d€li na grampozitivni a gramnegativni. Jsou pu-
vodci mnoha onemocnéni, avSsak mohou mit pro ¢lovéka 1 prospésnou roli pii kysani jogur-

tu nebo pfi traveni. (Ross, 2019)

3.1 Gramnegativni bakterie

Pii Gramov¢ barveni se krystalova violet' dostava do buné€k a s Lugolovym roztokem vy-
tvafi modie zbarveny komplex. V nasledujicim kroku je rozpusténa bunécna sténa, kom-
plex je vyplaven alkoholem a bakterialni bunky jsou dobarveny safraninem, ktery jim doda

cervenou barvu (Rogers a J. Kadner, 2018).

3.1.1 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrohomonas maltophilia je gramnegativni, striktn¢ aerobni pohybliva ty€inka, ktera
uzce souvisi s rody Pseudomonas. Dobie roste na bézné pouzivanych laboratornich médi-
ich, v€etné medii obsahujici krev a na agaru McConkey. Byva ¢asto izolovéna z pidy, vo-
dy, zvifat, rostlinné hmoty a vybaveni nemocnic. Ma pfirozenou schopnost adherovat k
cizim materidlim a vytvatet biofilm, ¢imZ je zajiSténa ochrana proti hostitelské imunitni
obrang. Je nejCastcji spojovana s respiraénimi infekcemi u lidi. Stenotrohomonas maltophi-
lia byla nejprve izolovana v roce 1943 jako Bacterium bookeri. Infekce spojené s timto
patogenem postihuji nejcastéji dychaci systém (pneumonie). Zplisobuje bakterémii, biliarni
sepsi, infekce kosti a kloubli, mocovych cest a mekkych tkéni, endoftalmitidu, o¢ni infek-
ce, endokarditidu a meningitidu. Stenotrohomonas maltophilia je také vyznamnym patoge-
nem u pacientd s rakovinou, zvlasté u pacientli s obstrukénim karcinomem plic. Infek-
ce Stenotrohomonas maltophilia mohou nastat jak u déti, tak u dospélych. Lécba infekci je
velmi obtizn4, protoze tento patogen vykazuje rezistenci vici Siroké fad¢ antibiotik véetné
B-laktamovych antibiotik, cefalosporind, fluorochinolonii, aminoglykosidu, chloramfeniko-
lu, tetracyklini a polymyxint. Diivodem rezistence je nizkd membranova propustnost,

tvorba biofilmu a pifitomnost enzymi modifikujici antibiotika (Brooke, 2012).
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3.2 Grampozitivni bakterie

Pti Gramové¢ barveni nedochazi k rozpusténi bunécné stény rozpoustédlem. Modry kom-
plex, ktery se vytvaii reakei krystalové violeti s Lugolovym roztokem tedy nelze vyplavit
alkoholem. Po dobarveni safraninem mayji bakterialni buiiky modrofialovou barvu (Rogers

a J. Kadner, 2018).

3.2.1 Bacillus tequilensis

Bacillus tequilensis je grampozitivni, aerobni ty¢inkovitd bakterie. Jeji unikatnost spociva
v produkci amylazy, kterd ma Siroké vyuziti v potravinairskych a kosmetickych aplikacich.
Tento enzym se pouziva napiiklad ke $tépeni Skrobu nebo pii vyrobé detergentli za tcelem
zvySeni jejich Cistici schopnosti. Roste v Sirokém rozmezi pH a pfi teplotdich 15-85 °C.
Tolerance vuci teploteé, pH, organickym rozpoustédlim, iontim kovii a povrchové aktiv-
nim latkdm usnadiiuje jeho pouziti pro rizné procesy za stresovych podminek (Tiwari et
al.,2014).

Bacillus tequilensis ma schopnost pfilnout ke stfevnim epitelidlnim buiikdm a eliminovat
adhezi stfevnich patogent. Je tedy probiotickou bakterii, kterd udrzuje stfevni mikrobidlni
rovnovahu. Inhibice invaze patogent, jako je naptiklad Listeria monocytogenes, byla pro-
kazana pouzitim bun€k karcinomu tlustého stieva. ZvySena aktivita proti Listeria monocy-
togenes je zpusobena produkci antilisteridlniho proteinu Subtilosinu A. Také produkce
EPS, zvySuje probiotickou kolonizaci. Tvorba biofilmu tedy kompetitivné vylu€uje adhezi
patogent na stfevnich bunkach (Parveen Rani et al., 2016).

Magnaporthe oryzae je aktinomyceta napadajici ryzi. Ztraty zptisobené touto fytopatogen-
ni houbou zplisobuji velké snizeni vynosu ryze. Li et al. (2018) experimentem zjistili, Ze
Bacillus tequilensis produkuje enzymy, které¢ inhibuji riist Magnaporthe oryzae. Silné anti-
fungalni aktivita a netoxicita vaci ryzi vykazuji potencial tohoto druhu pii ochrané ryze

proti rostlinnym patogenim.

3.2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je aerobni, grampozitivni tyCinka schopna ristu v riznych prostiedich.
Roste v pudé, ale mtze rist 1 v tésném spojeni s povrchy kotent rostlin. Vzhledem k tomu,
ze mnoho zvifat konzumuje rostliny, neni divu, Ze tato bakterie se nachdzi 1
v gastrointestinalnim traktu bylozravcl. Lze jej také nalézt v n€kolika komeréné dostup-

nych fermentovanych potravinarskych vyrobcich. Bacillus subtilis neni povazovan za pa-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

togenni bakterii. Je schopen tvofit vysoce rezistentni endospory (Earl, Losick a Kolter,
2008). Endospora je metabolicky spici buiika odolna viici extrémnim teplotam, vysychani
a ionizujicimu zafeni. Proces, kterym bunky obnovuji svij riist, se nazyva germinace nebo-
li kli¢eni (Higgins a Dworkin, 2012). Bacillus subtilis je modelovy mikroorganismus pro
studium replikace bakteridlniho chromozomu, bunécné diferenciace a tvorby biofilmu

(Earl, Losick a Kolter, 2008).

3.2.3 Bacillus pumilus

Bacillus pumilus je aerobni, grampozitivni ty¢inkovita bakterie, kterou lze izolovat z pid a
rostlin. Stejné jako ostatni rody Bacillus, tvoii Bacillus pumilus spory, které jsou odolné
viuci hladovéni, vysychani, UV a gama zéfeni a chemickym dezinfekcim (Gioia et al.,
2007). Nékteré kmeny Bacillus pumilus mohou zpiisobovat hniloby zdzvoru. Napada od-
denky, roste v mimobunééném prostoru a produkuje enzymy, které nici rostlinnou bunéc-
nou sténu. Je také Siroce pouzivan v primyslovych procesech pii vyrobé fermentovanych
vyrobki. Pozitivni roli ma i pfi €isténi odpadnich vod a degradaci latek znecist'ujicich zi-
votni prostedi. Nékteré kmeny maji dokonce pozitivni vliv na rostliny, ve smyslu podpory
jejich rlstu, pfijmu Zivin, fixaci dusiku, interakci se symbiotickymi mikroorganismy a pro-
dukci antimikrobialnich latek proti patogennim bakteriim a plisnim. Ne¢kolik kment se také

vyuziva jako probiotikum (Yuan a Gao, 2015).

3.2.4 Bacillus cereus

Bacillus cereus je aerobni, grampozitivni, sporulujici tyCinka, kterd obvykle zpiisobuje
otravu jidlem. V ptfipadé nakaZené, Spatné¢ tepelné opracované potraviny muize dojit ke
kli¢eni spor. Ponechani téchto potravin pfi pokojové teploté vede k ristu vegetativnich
forem a produkci emetického toxinu a enterotoxinu. Otrava se projevuje prijmem a zvra-
cenim a odezni do 24 hodin, tudiZ neni nutnd l¢kaiska pomoc. Nejcastéji se vyskytuje
v ryzi, ale je také Casto izolovdn z masa, vajec a mléénych vyrobkd (Granum a Lund,
1997). Kromé otrav jidlem zplsobuje Bacillus cereus fadu systémovych a lokalnich infekci
u imunologicky ohroZenych jedincti. NejCastéji infikovanymi jsou novorozenci, uZivatelé
drog, pacienti s chirurgickymi ranami a se zavedenymi katétry. Mezi infekce zplsobené
Bacillus cereus patii fulminantni bakteriémie, meningitida, mozkovy absces, endoftalmiti-

da, zapal plic a kozni infekce podobné gangréné (Bottone, 2010).
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4 ANALYZA DNA A IDENTIFIKACE BAKTERII

4.1 PCR - Polymerazova retézova reakce

Jedna se v soucasné dobé¢ o jednu z nejucinnéjsich a nejvice rozvijejicich metod moleku-
larni biologie. PCR byla objevena v roce 1983 Kary B. Mullisem, americkym biochemi-

kem, ktery v roce 1993 ziskal Nobelovu cenu za chemii (Garibyan a Avashia, 2013).

V prubéhu této reakce dochazi k namnozeni (amplifikace) urcitého useku DNA in vitro.
Kazdy test PCR vyzaduje pfitomnost templatové DNA, primerti, nukleotidii a DNA poly-
merazy. DNA polymeraza je klicovym enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy do-
hromady (Garibyan a Avashia, 2013). K syntéze nového vlakna DNA se vyuzivd DNA-
polymeraza termofilnich bakterii. Nukleotidy zahrnuji ¢tyii baze — adenin, thymin, cytosin
a guanin. Ty funguji jako stavebni bloky, které DNA polymeraza pouziva k vytvoreni vy-
sledného produktu PCR. Primery v reakci vymezuji piesny usek DNA, ktery ma byt ampli-
fikovan (Porta a Enners, 2012).

PCR je ttistupiiovy proces, ktery probihd v zatizeni zvaném thermocykler v opakovanych
cyklech. Prvnim krokem je denaturace molekuly DNA, coz je dosazeno zahtatim vychozi-
ho materidlu na teplotu ptiblizné¢ 93-95 °C. Dusledkem denaturace je zanik vodikovych
vazeb mezi nukleotidovymi pary bazi a separace molekuly DNA na dva fetézce. Ziskana
jednotetézcova vldkna slouZzi jako templat. Ve druhém kroku se snizi teplota 45—65 °C a
dochdzi k nasedani primert. Ve tietim kroku se teplota zvysi na 72 °C, DNA polymeraza
nasedne na primery a pfipojuje volné nukleotidy k vlaknu DNA na zakladé¢ komplementa-
rity dusikatych bazi (Porta a Enners, 2012). S kazdym opakovanim téchto tfi kroka se po-
¢et kopii molekul DNA zdvojnasobi (Garibyan a Avashia, 2013).

4.2 MALDI TOF — Hmotnostni spektrometrie

Systém MALDI slouZzi k identifikaci mikroorganismu, jako jsou grampozitivni a gramne-
gativni bakterie, kvasinky a mnohobunécné houby izolované z biologického materialu,
potravin, zvitat i vnéjSiho prostiedi (Croxatto ef al., 2012).

Jedna se o techniku, kdy pfi analyze jsou detekovéany ionty, které vznikaji ionizaci vzorku
pusobenim matrice, kterd zajist'uje kontakt analyzované molekuly s laserem, tak aby nedo-
Slo k nezadoucimu rozpadu molekuly analytu. V analyze MALDI se vzorky pfipravi smi-

chanim s matrici, coz vede k jeho krystalizaci. Zakladnim pozadavkem matrice je absorpce
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vinové délky paprsku laseru. Mezi nejcastéji pouzivané matrice patii kyselina 2,5-
dihydroxybenzoové, kyselina, kyselina sinapovd, kyselina ferulova a kyselina 2,4-
hydroxyfenylbenzoova. Smés vzorku a matrice jsou nanaSeny na povrch kovové desticky.
Sm¢és se poté zavadi do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF a ta je nasledné vystave-
na nanosekundovym pulsem laseru. Matrice absorbuje energii z laseru a jeji rozklad ioni-
zuje molekuly vzorku. Ionizované molekuly vzorku jsou urychlovany silnym elektrostatic-
kym pélem a vstupuji do vakua v trubici detektoru, kde se pohybuji rychlosti umérnou
jejich hmotnosti a ndboji. Detektor méti dobu letu iontl, kterd se vypocetné konvertuje
jako pomér molekulové hmotnosti a naboje. Tato metoda umoziuje identifikaci analytd na
zaklad¢ jejich hmotnostnich spekter. Hmotnostni spektra ziskand béhem analyzy jsou spe-
cifickd pro velky pocet mikroorganismi a slouzi jako identifikator — fingerprint. Vzorek je
pak identifikovan porovnédnim jeho hmotnostniho spektra s referencni databazi kontrolnich

kment (Croxatto et al., 2012).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 ZARIZENIi, POMUCKY A CHEMIKALIE

5.1 Pouzité zarizeni a pomiicky

Biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, CR)
Autoklav Systec 2540 EL (Systec, Linden, Némecko)

Biologicky termostat Memmert INE 600 (Memmert, Schwabach, Némecko)
Tecan infinite 200Pro (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko)
Thermocykler Aeris Thermal Cycler (ESCO, Singapur, Singapur)
Opticky mikroskop Olympus (Olympus Corporation, Némecko)
Vortex IKA MS 3 basic

Laboratorni pfedvazky KERN

Kahan

Bakteriologické klicky

Automatické mikropipety

Mikrotitracni desticky

Laboratorni sklo (Petriho misky, kddinky, zkumavky, odmérné vélce, zasobni lahve)

5.2 Pouzité chemikalie

Ethanol denaturovany, 96% (Lach-Ner, Neratovice, Ceské republika)

Krystalova violet' (Penta, Praha, CR)

Lugoliiv roztok (Sigma-Aldrich, USA)

Aceton (Sigma-Aldrich, USA)

Safranin (Sigma-Aldrich, USA)

PCR Taq Master Mix, Primer RD1, Primer FD1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Mastné kyseliny (Fakulta technologicka, UTB ve Zling, CR)
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MK Cs, — kyselina kaprylova

H4C /MLGH

MK Cjg,0 — kyselina kaprinova

HiC /\/\/\A)J\DH

MK Ci,, — kyselina laurova

Hst /W\/\/J\DH

MK Cj¢.0 — kyselina palmitova

MK Cis.0 — kyselina stearova

H3C WWLOH

MK C;;.; — kyselina undecenova

0

HC\/\M
b OH
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6 METODIKA PRACE

6.1 Postup izolace DNA

Mikrobiologicky izolat byl kultivovan ve zkumavce a po 24 hodinach bylo odebréno 1,8
ml kultury a centrifugovano pii 10 000 RPM po dobu 30 sekund pii pokojové teploté. Poté
byl odstranén supernatant a vzorky byly opét podrobeny centrifugaci. Po odstranéni super-
natantu byla na vortexu pii nizSich otackach rozsuspendovana bunécna peleta ve 300 pl
dezintegra¢niho pufru. Roztok dezintegraéniho pufru obsahuje soli a pufr, ¢imz se stabili-
zovaly a rovnomérné rozptylily mikrobialni bunky. Ke vzniklé suspenzi, ktera byla pieve-
dena do rozbijeci mikrozkumavky, bylo ptfidano 50 pl roztoku MD1. Roztok MD1 obsahu-
je SDS a dalsi ¢inidla pro rozruseni bun¢k. Mikrozkumavky byly fadné uzavieny a vlozeny
v horizontalni poloze do adaptéru vortexu a vorexovany pfi maximalni rychlosti 10 minut.
Poté byly mikrozkumavky centrifugovéany pii 10 000 RPM po dobu 30 sekund. Rozpadly
bunéény materidl byl nahromadén na dné zkumavky, zatimco DNA ziistalo v supernatantu.
K supernatantu, ktery byl pifeveden do ¢isté 2 ml mikrozkumavky, bylo pfidano 100 pl
roztoku MD2. Roztok MD2 obsahuje reagent ke srazeni organickych a anorganickych
sekund, inkubovany pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut a po inkubaci opét centrifugovany 1
minutu pii 10 000 RPM. Veskery supernatant byl pfeveden do Cisté 2 ml mikrozkumavky,
bylo pfidano 900 pl roztoku MD3 a vortexovano po dobu 5 sekund. Roztok MD3 obsahuje
vysoce koncentrovany solny roztok, ktery zajistuje podminky nutné pro ptipojeni DNA na
filtr v kolonce. Asi 700 ul ziskaného roztoku bylo pieneseno do kolonky a centrifugovano
pfi 10 000 RPM po dobu 30 sekund. Profiltrovany roztok byl odstranén a do mikrozku-
mavky byl pfidan zbytek roztoku ziskaného v predeslém kroku. Mikrozkumavky byly opét
podrobeny centrifugaci pii 10 000 RPM po dobu 30 sekund, ptficemz byl opét odstranén
profiltrovany roztok. Tento krok byl opakovan 3krat. Do kolonky bylo ptidano 300 pl roz-
toku MD4 a centrifugovano pii 10 000 RPM po dobu 30 sekund. Prefiltrovany roztok byl
odstranén a mikrozkumavky byly opét centrifugovany. Roztok MD4 je promyvaci roztok
na bazi ethanolu, ktery vycisti DNA, jez je pfipevnéna k silika filtru uvnitt kolonky. Poté
byla kolonka ptevedena do ¢isté 2 ml mikrozkumavky, bylo pfidano 50 pl roztoku MDS5 do
sttedu bilé membrany uprostfed kolonky a centrifugovano pii 10 000 RPM po dobu 30
sekund. Roztok MDS5 je elu¢ni pufr. Kolonka byla odstranéna a DNA v mikrozkumavce

byla ptipravena pro PCR reakei.
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6.2 Priprava PCR reakéni smési

Ptiprava PCR sm¢ési byla provadéna v PCR boxu, ktery byl vysvicen UV svétlem po dobu
15 minut. VSechny tkony byly provadény v rukavicich. Chemikalie pro PCR smés byly
Setrn¢ rozmrazeny, promichany a centrifugovany. Byly pfipraveny eppendorfokové mi-
krozkumavky a pipety vhodné pro PCR. Jednotlivé chemikalie byly pipetovany, jak je

uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1. Chemikalie pro pripravu PCR reakcni smési

PCR reakéni smés Vzorek Negativni kontrola
PCR Taq Master Mix 10 ul 10 ul
Primer RD1 I ul Il
Primer FD1 1 ul 1 ul
H,O 7 ul 7 ul
Matrice DNA 1 ul -

PCR Taq Master Mix obsahuje termostabilni DNA polymerazu a optimalizovany reakéni
pufr. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek, ktery obsahoval vSechny komponenty PCR
reakéni smési bez DNA matrice, ¢imZ bylo ovéfeno, ze zadné slozka PCR reakéni smési
nebyla kontaminovana. Takto pfipravené vzorky v mikrozkumavkach byly promichany,

cetrifugovany a vlozeny do thermocykleru.

6.3 Pribéh PCR

Ptipravené mikrozkumavky se vzorky byly vloZeny do stojanku thermocykleru Aeris

Thermal Cycler. Amplifikace probihala dle programu:

Pocatecni denaturace 94 °C 2 min

Denaturace 94 °C 30 sec

Nasedani primert 57°C 30 sec 30 cykla
Syntéza tetézce DNA 72 °C 1,5 min

Zavérecna extenze 72 °C 10 min

Po skonceni PCR Ize na thermocykleru nastavit teplotu 4 °C na neomezen¢ dlouhou dobu,

coz umoznuje uchovavat vzorky pred detekci PCR produktu.
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Vzorky podrobené PCR byly nasledn¢ zaslany do spole¢nosti SEQme s.r.0., kde probéhlo
Sangerovo sekvenovani. Pfipadné chyby v sekvenaci byly opraveny v programu DNA

Baser Assembler a vysledky porovnavany se sekvencemi v databazi BLAST.

6.4 Priprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii

Z BHI agaru byla sterilni klickou odebrana 24hodinova kultura bakterii, ktera byla nasled-
n¢ pievedena do sterilni eppendorfky a rozesuspendovana ve 150 ul sterilni destilované
vody. Nasledné bylo ptidano 450 pl 96% ethanolu. Takto pfipraveny vzorek byl zaslan do
Slovenské pol'nohospodarské univerzity v Nitre, kde bylo provedeno srovnani hmotnost-
nich spekter s databazi kontrolnich kmenti. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci softwa-

rového systému MALDI Biotyper.

6.5 Vysledky identifika¢nich metod

K testovani byly pouzity bakterie (5 kment) izolované z mlécnych vyrobki, které byly
poskytnuty z Vyzkumného tstavu mlékarenského v Praze. Identifikace bakterii byla zjis-
tovana pomoci sekvenace a MALDI TOF. Nejvyssi dosazené shody a skore jsou uvedeny

v Tab. 2.

Tab. 2. Nejvyssi dosazena skore u identifikace pomoci MALDI TOF a nejvyssi dosazené

shody sekvenace

Kmen Identifikovany Shoda (%) Skoére
druh
R23 Bacillus tequilensis 99 1,432
R25 Bacillus subtilis 100 1,531
R34 Bacillus pumilus 99 1,490
R39 Bacillus cereus 99 1,755
GKCIP 5/1 Stenotrophomonas 100 2,280
maltophilia

Skore je indikatorem posouzeni kvality probéhnuté identifikace, tedy uréuje miru pravdé-
podobnosti spravného urceni vysetfovaného kmene. Kmeny R23, R25 a R34 doséahly niz-
kého skore u identifikace pomoci MALDI TOF, coz zna¢i nespolehlivou identifikaci.

Kmeny R39 a GKCIP 5/1 dosahly vysokého skore, proto je pravdépodobné, Ze byl druh
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spravné identifikovan. Prestoze dosazend skére u MALDI TOF nebyla vysoka, lze
s porovnanim vysledkii obou identifikaénich metod urcit bakteridlni druh, nikoli bakterial-

ni kmen.

6.6 Priprava zivného média a bakteridlni suspenze

Pti ptipravé zivného média byl BHI bujon (Himedia, Bombaj, Indie) navazen s ptfesnosti
na 0,01 g a rozpustén v pozadovaném mnozstvi destilované vody. V piipad¢ tekutého ziv-
né¢ho média byl bujon rozpipetovan po 4,5 ml do zkumavek, a poté sterilovan v autokldvu
Systec 2540 EL pii 121 °C po dobu 15 min. BHI agar byl po sterilaci ptelit na Petriho mis-
ky, které slouzily k uchovani mikroorganismu. Bakteridlni suspenze byla pfipravena zaoc-
kovanim bakterii z Petriho misek do zkumavek se 4,5 ml sterilniho BHI bujonu. Takto
pfipravend suspenze byla kultivovéna v termostatu Memmert INE 600 na 24 hodin pii tep-

loté 30 °C.

6.7 Sledovani inhibi¢niho i¢inku MK na rist bakterii a jejich biofilm
Rust bakterii v pfitomnosti MK o riznych koncentracich byl sledovan po dobu 24 hodin.

Nejprve byly ptipraveny roztoky MK o koncentracich 25-1500 mg-l'1 do zkumavek se 4,5
ml BHI bujénu, jak je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3. Mnozstvi MK potiebného pro pripravu roztoku MK v bujonu o dané koncentraci

Koncentrace MK [mg-l'l] Pipetovany objem MK [ml]

25 2,25

50 4,5

100 9

250 22,5

500 45

1000 90

1500 135

Takto pfipravené roztoky byly pipetovany v mnozstvi 250 pl do jamek mikrotitracni des-
ticky, které byly nasledné zaockovany 5 pl 24hodinové bakteridlni suspenze. Na jedné mi-
krotitra¢ni destic¢ce byl sledovan inhibi¢ni u€inek tfi mastnych kyselin na jeden bakterialni

kmen, viz Obr. 2.
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Obr. 2. Zaockovani mikrotitracni desticky

V jamkéch pro pozitivni kontrolu nebyla pipetovana mastna kyselina. Symboly NK znaci
negativni kontrolu a symboly MK1-MK3 znaci 3 rtizné testované¢ mastné kyseliny. Kon-
centrace mastné kyseliny byla sefazena vzestupn& od 0 mg-1" po 1500 mg-1"". Mastna kyse-

lina o dané koncentraci byla vzdy pipetovana ve tiech opakovanich.

Na takto pfipravené mikrotitracni desticce byla po dobu 24 hodin pfi 30 °C méfena ristova
ktivka (zména optické denzity suspenze bun€k). Na pfistroji Tecan infinite 200Pro byly
nastaveny nasledujici podminky analyzy: michani po dobu 15 sekund s frekvenci 2 mm
pred kazdym meéfenim, méfeni optické denzity po pil hodinovych intervalech pti vinové
délce 600 nm a teplota kultivace 30 °C. Vysledna data byla zaznamenavana softwarem
Microsoft Excel 2010. Z namé&fenych hodnot byl vypocitan primér a sestrojena ristova
kifivka. Pro kontrolu, zda MK o dané koncentraci maji baktericidni nebo bakteriostaticky

ucinek, byla kultura z jamky zaoCkovana sterilni klickou na agar hadkem.

Poté byl proveden prikaz biofilmu na mikrotitracni desticce. Inhibi¢ni i¢inek MK na bio-
film byl sledovéan pouze u takovych koncentraci mastnych kyselin, které vykazovaly inhi-
bi¢ni ucinek na rast bakterii. Obsah jamek byl vylit, jamky opakované vymyty vodou a
fixovany denaturovanym ethanolem po dobu 20 min. Po skonceni fixace byly jamky napl-
nény 250 pl roztokem krystalové violeti po dobu 20 min. Poté bylo barvivo z jamek od-
stranéno a jamky promyty vodou. Po usuSeni byly jednotlivé jamky naplnény 250 ul 96%
ethanolu, ktery vyluhoval barvivo z obarvené vytvorené vrstvy biofilmu. Intenzita zbarveni

vyluhu v jednotlivych jamkach byla métena spektrofotometricky pii vinové délce 600 nm.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Utinek dané mastné kyseliny v uréité koncentraci byl hodnocen pomoci riistovych kiivek,
a to od doby lag-faze az po fazi stacionarni. Rust bakterii byl vyhodnocen jako zména op-
tické¢ denzity bun¢k v case pii 600 nm. Optickd denzita byla méfena po dobu 24 hodin.
V grafech (Obr. 3—14) jsou znazornény rustové kiivky a tvorba biofilmu testovanych bak-
terii. Kontrolou byl rast bakterii v kultiva¢nim médiu bez pfitomnosti mastné kyseliny (fia-
lové kiivky). Inhibi¢ni u¢inek MK na biofilm byl sledovan pouze u takovych koncentraci
mastnych kyselin, které¢ vykazovaly inhibi¢ni uc¢inek na rust bakterii. U Bacillus cereus
nebyla zaznamenana tvorba biofilmu, tudiz byl vyhodnocen jako biofilmnegativni, a proto
u ptislusného grafu s jeho ristovymi kiivkami chybi sloupcovy graf, ktery prezentuje tvor-

bu biofilmu v urcitych koncentracich mastné kyseliny.

7.1 Kyselina kaprylova

MK Cs.o neméla pfili§ vyrazné inhibi¢ni G€inky. Nejvice pisobila na rist Stenotrophomo-
nas maltophilia, kdy znatelny bakteriostaticky ucinek nastal jiz pii 100 mg:1" (Obr. 4).
Caste¢ny inhibiéni uginek vykazovala MK Cg. na rist Bacillus cereus (Obr. 4) a Bacillus
pumilus pii koncentraci 250 mg-1™', a na rist Bacillus tequilensis od koncentrace 500 mg-1™
(Obr. 3). U tii poslednich zminovanych bacili nastal Gplny inhibi¢ni ucinek pouze u Ba-
cillus pumilus a to od koncentrace 1500 mg:1™', kde Ize zaznamenat snizeny, ale piesto sle-
dovatelny rust. MK Cg o koncentraci 1000 mg-l'1 u bakterii Bacillus pumilus a Ste-
notrophomonas maltophilia méla vliv na prodlouzeni lag-faze na 4 hodiny a na zkraceni
exponencialni faze ristu, ktera skoncila po 11 hodinach. MK Cs.y nevykazuje baktericidni
ucinky, coz bylo ovéteno zaockovanim kultury na agar. Inhibi¢ni u¢inek MK Cs.o zkoumal
Bergsson ef al. (2002), pti¢emz zjistili, Ze koncentrace 1400 mg-1" vykazuje stfedni anti-
bakterialni aktivitu proti gramnegativni patogenni ty¢ince Helicobacter pylori, jez napada
sliznici zaludku (Bergsson, Steingrimsson a Thormar, 2002). Podobnych vysledkd bylo
dosazeno v této praci, kdy MK Cs.o vykazovala pii nejvyssi koncentraci stfedni antibakte-

ridlni aktivitu proti gramnegativni patogenni ty¢ince Stenotrophomonas maltophilia.

Biofilm Bacillus subtilis (Obr. 3) a Stenotrophomonas maltophilia v ptitomnosti MK Cg.y 0
koncentracich 500—-1500 mg-1" byl nejodolngjii a v téchto koncentracich se tvofil i presto,
7e znatelnd inhibice ristu u Stenotrophomonas maltophilia byla pfi 100 mg-1" této MK. To

znamena, ze pouzité koncentrace MK Cs.o nemaji vyznamny vliv na tvorbu biofilmu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Bacillus tequilensis
0,6 1

_ 0,5 ’_4 E-E-0-0-E-E-0-0-0-0-0-0-0-0-E-0-0-0-0-0-0-0-8-D 0,8 ?ﬂ
ol . g
g 0.4 A 06 <o
2 03 &
5 02 J/{/ o4 &
0.1 Lo | 0.2 2
0 0
0 6 12 18 24
t [h]
—e—( mg/l —e— 25 mg/l —+— 50 mg/l 100 mg
——250 mg/l —— 500 mg/l 1000 mg/l 1500 mg/l
Bacillus subtilis
0,6 04
0,5 PE S S =
— f 03 @
= 04 / — - £
g 03 : - 02 ¥
] 02 b=
© | r\,’m/ | 0’1 é
0,1 '5-%
0 0
0 6 12 18 24
t [h]
—— 0 mg/l —+—25 mg/l —+— 50 mg/1 100 mg/l
—— 250 mg/l —+— 500 mg/l 1000 mgA 1500 mg/l
Bacillus pumilus
0,7 0,7
0,6 R s 0,6 =
= 05 05 &
£ 04 — 04
2 B @)
A 03 03 =
o 02 02 i
0,1 0,1 &
0 0
0 6 12 18 24
t [h]
—s— 0 mg/l —s—25 mg/l —+— 50 mg/l 100 mg/l
—e— 250 mg/l —+— 500 mg/l 1000 mg/l 1500 mg/l

Obr. 3. Inhibicni ucinky MK Cgs.g na rust a tvorbu biofilmu Bacillus tequilensis, Ba-

cillus subtilis a Bacillus pumilus
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Obr. 4. Inhibicni ucinky MK Cs.g na rist a tvorbu biofilmu Stenotrophomonas

maltophilia a riist Bacillus cereus

Nejméné odolny byl biofilm Bacillus tequilensis a Bacillus pumilus, ktery se tvotil velmi

slabé& do koncentrace 500 mg-1" a vy$§imi koncentracemi byl usp&$né inhibovan.

Sktivanova et al. (2006) testovali MK Cg, a dalsi MK na gramnegativni kmeny Sal-
monella a sporulujici tyCinku Clostridium perfringens a zjistili, ze MIC MK Cg. se pohy-
bovala v rozmezi 1000-3000 mg-1"". Je tedy pravdépodobné, Ze pouzity rod Bacillus by byl
také usp&¥né inhibovéan pii vyssi koncentraci nez 1500 mg:1". Rosenblatt er al. (2015) tes-
tovali inhibi¢ni ucinky MK Cg, v kombinaci s glyceriltrinitrditem na biofilm Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans.
Zjistili, ze tato kombinace muze eradikovat jejich biofilmy béhem 2 hodin (Rosenblatt,

Reitzel a Raad, 2015).
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7.2 Kyselina kaprinova

MK Cjg.0 ptsobila na vSechny testované bakterie inhibi¢né€. Nejcitlivéjsi z peti bakterii byl
Bacillus subtilis (Obr. 5) a Bacillus cereus (Obr. 6), jejichz rist byl znatelné inhibovan
touto kyselinou jiZ p¥i koncentraci 100 mg-1"'. Mbandi et al. (2004) prokazali, Ze MK Cio:0
o koncentraci 150 mg-l" dokaZe inhibovat riist Listeria monocytogenes, jeZ je patogenem
kontaminujici masné vyrobky (Mbandi, Brywig a Shelef, 2004). Tato studie se tém¢f sho-
duje s touto praci, protoze Listeria monocytogenes je grampozitivni ty¢inka podilejici se na
kontaminaci potravin, stejn€ jako Bacillus cereus. Nejvice odolny byl Bacillus tequilensis,
Bacillus pumilus (Obr. 5) a Stenotrophomonas maltophilia (Obr. 6), kdy byl zaznamenan
asteény inhibiéni G&inek v koncentraci 250 mg-1". V grafu s ristovou kiivkou Bacillus
pumilus lze pti této koncentraci sledovat vliv na prodlouzeni lag-faze na 4 hodiny a zkra-
ceni exponencialni faze, ktera skoncila po 10 hodindch. Sporulujici grampozitivni ty¢inka
Clostridium perfringens byla inhibovana touto kyselinou s MIC 280 mg:1"" (Skrivanova et
al., 2005). Minimalni inhibi¢ni koncentraci na rist Bacillus subtilis a Bacillus cereus je
1500 mg-l'1 avSak u Bacillus pumilus 1ze zaznamenat MIC pii 1000 mg-l'l. MK Cygy a jeji
esterifikovana forma vykazuje antibakteridlni G¢inky na gramnegativni bakterii Chlamydia
trachomatis v koncentraci 1700 mg:1"' (Bergsson et al., 1998). V grafu s riistovou k¥ivkou
gramnegativni patogenni tyCinky Stenotrophomonas maltophilia 1ze zaznamenat pfi nej-
vy$§i koncentraci sniZeny, ale pfesto sledovatelny riist. Inhibi¢ni u¢inky MK C,.o na rist

jsou o néco vétsi nez u MK Cs.. Tato MK také nevykazuje baktericidni u€inky.

Nejméné odolny biofilm vytvately Bacillus tequilensis a Bacillus pumilus, ktery byl Uspes-
né inhibovén pfi koncentracich 250 mg1". S pouzitim niZsich koncentraci je pravd&podob-
né, ze by biofilm tvofili. Bacillus subtilis vykazoval silnou tvorbu biofilmu v této kyselin¢
o koncentraci 100 mg:1", aviak pii koncentraci 250 mg:1" byla produkce snizena a pii
vy$Sich koncentracich byl inhibovan uplné. Stenotrophomonas maltophilia produkovala
silny biofilm ve vSech sledovanych koncentracich. Murzyn ef al. (2010) testovali inhibi¢ni
ucinek MK Ci., jez je vyluCovana probiotickou kvasinkou Saccharomyces boulardii, na
puvodce plisiového onemocnéni kiize Candida albicans. Tato studie prokazala, ze MK
Ci0:0 dokéze u¢inné inhibovat rist Candida albicans a je zodpovédna za inhibici tvorby hyf

a Casteéné také za tvorbu biofilmu.
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Obr. 5. Inhibicni ucinky MK Cjy.9 na rust a tvorbu biofilmu Bacillus tequilensis,

Bacillus subtilis a Bacillus pumilus
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Stenotrophomonas maltophilia
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Obr. 6. Inhibicni ucinky MK Cjg.9 na rist a tvorbu biofilmu Stenotrophomonas

maltophilia a rist Bacillus cereus
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7.3 Kyselina laurova

MK Cjy,0 ma nejveétsi antibakterialni aktivitu ze vSech alifatickych mastnych kyselin se
sttednim fetézcem. Jeji GCinek se zvySuje, jestlize je esterifikovana na monolaurin, ktery je
obecné U¢inny proti grampozitvnim bakteriim (Thormar, 2011). MK Cjy, vykazovala
inhibi¢ni u€inky jiz pfi nizkych koncentracich u vSech sledovanych bakterii. Znatelné
inhibovala rast Bacillus subtilis, Bacillus pumilus (Obr. 7) a Bacillus cereus (Obr. 8) jiz
v koncentraci 25 mg-1". U t&chto bakterii 1ze sledovat baktericidni Gi¢inek, a to od koncen-
trace 250 mg-1". Tento u¢inek lze sledovat i u Bacillus tequlensis, kdy tato koncentrace
m¢éla vliv na prodlouzeni lag-faze az na 12 hodin a zkraceni exponencialni faze ristu, ktera
skoncila po 18 hodinach (Obr. 7). Baktericidni u¢inek méla MK Cj,. v téch koncentracich,
ve kterych bacily prestaly produkovat biofilm. Testované koncentrace MK Cj,,o nemaji na
Stenotrophomonas maltophilia baktericidni u¢inky. Baktericidni Gi¢inek byl ovéfen zaoc-
kovanim kultury na agar. Vyznamny inhibi¢ni efekt byl zaznamenéan u Bacillus subtilis pti
koncentraci 100 mg:1", kdy byla lag-faze prodlouZena na 4 hodiny a exponencialni faze
skoncila po 12 hodinach. MK Cj».9 nejméné plisobila na rast Stenotrophomonas maltophi-
lia, kdy ¢asteGny inhibi¢ni uginek nastal az pfi koncentraci 100 mg-1" (Obr. 8). Antibakte-
ridlni aktivita MK Cj,,¢ byla zkouména na rist grampozitvnich bakterii Carnobacterium
piscicola , Lactobacillus curvatus a Lactobacillus sake, které se podileji na kazeni masa.
Bylo zjisténo, ze MK Cj;, byla G€innéd vici ristu téchto bakterii s MIC 250-500 mg-l'1
(Ouattara et al., 1997). MIC na rGst Bacillus tequilensis, Bacillus subtilis a Stenotropho-
monas maltophilia byla zjisténa pfi 1000 mg1". U Bacillus pumilus byla MIC pii 500
mg1™, aviak u Bacillus cereus, ktery je také spojen s kontaminaci potravin, byla zazname-
nana MIC jiz pti 100 mg-1". Podobnych vysledkii bylo dosaZeno i ve studii antibakteril-
nich u¢inkd MK na sporulujici grampozitivni tyCinku Clostridium perfringens, kdy MK
C12:0 vykazovala MIC pti 100 mg-1"' (Skiivanova et al. 2006). Ve studii, kde byly zkoumé-
ny inhibi¢ni G¢inky MK se stfedné dlouhym fetézcem a jejich MAGy na rody Strepto-
coccus, Staphylococcus, Bacillus a dal$i grampozitivni bakterie bylo zjiSténo, ze MAGy
vykazovaly vétsi aktivitu, ale Listeria monocytogenes byla citlivéjsi na MK Ci,, (Batov-
ska et al., 2009). Inhibi¢ni ucinky MK Ci;.o na tuto grampozitivni tyCinku testovali Wang a
Johnson (1992). Zjistili, ze MK Cj,,¢ vykazovala baktericidni G¢inky v koncentraci 10

mg1™, pfi¢emz sniZeni pH z 6 na pH 5 tento uéinek jeste zvysi.
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Obr. 7. Inhibicni ucinky MK Cj;.9 na rust a tvorbu biofilmu Bacillus tequilensis,

Bacillus subtilis a Bacillus pumilus
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Obr. 8. Inhibicni ucinky MK Cj.9 na rust a tvorbu biofilmu Stenotrophomonas

maltophilia a rust Bacillus cereus

Nejméné odolny biofilm vici MK Cyy vytvatel Bacillus tequilensis, ktery tvoril slaby
biofilm do koncentrace 50 mg-1" a Bacillus pumilus, ktery jiz od této koncentrace prestal
biofilm produkovat. Biofilm Bacillus subtilis se vytvatel velmi slabé do koncentrace 100
mg1" a nejvice odolny biofilm byl tvoten Stenotrophomonas maltophilia, ktera jej siln&
produkovala do koncentrace 500 mg-1". Koncentrace 1000 a 1500 mg-1" byly pro rist a
tvorbu biofilmu vSech bakterii inhibi¢ni. Schlievert et al. (2012) testovali antibakterialni
ucinky MK Cjz0 a MAG Cjz0. MAG Cyy vykazoval nékolikrat vétsi ti€innost nez MK
Ci2:0 VUCi rustu Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes. Také zabranuje tvorbé
biofilmu Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae a vykazuje vici obéma bakteri-

im baktericidni u€inky. (Schlievert, Peterson a Kaufmann, 2012)
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7.4 Kyselina palmitova

MK Ci¢.0 byla velmi G¢inna vici rastu Bacillus tequilensis, Bacillus pumilus (Obr. 9), Ba-
cillus cereus a Stenotrophomonas maltophilia (Obr. 10), kdy znatelny inhibicni Gc¢inek 1ze
G¢inek nastal u viech sledovanych bakterii p¥i koncentraci 250 mg-1”". Pi této koncentraci
se u vSech bakterii vyrazné neprodluzuje lag-faze, avsak u rustové kiivky Bacillus pumilus
lze zaznamenat zkraceni exponencidlni fdze na 8 hodin a u rustové kiivky Bacillus subtilis
lze vycist, Ze exponencidlni faze ristu skoncila az po 12 hodinéach (Obr. 9). MK Cj4.0 nema
ani na jednoho z testovanych mikrobti baktericidni G¢inek. Jak bylo zminéno vyse, antimi-
krobni u¢inky MK na grampozitivni ty¢inku Listeria monocytogenes zkoumali Wang a
Johnson (1992). Zjistili, ze nejvétsi aktivitu vykazovala MK Cjz.0 a MAG Cjyy, ale mezi
testovanymi byla 1 MK Cie9 a MK Cig.. Inhibi¢ni u€inek téchto dvou mastnych kyselin
nebyl prokazan. MK Ci v této praci nema na testované bakterie uplny inhibi¢ni Gcinek.
Antimikrobni vlastnosti MK Ci¢.0a MK Cis.o testovali i Marounek ef al. (2003) na gramne-
gativni ty&inku Escherichia coli, kdy inhibiéni koncentrace byla vétsi nez 5000 mg:1" (Ma-
rounek, Skiivanova a Rada, 2003). Tato studie se shoduje s vysledky MK Ci¢ na rust
gramnegativni tyCinky Stenotrophomonas maltophilia, kdy inhibi¢ni ucinek na rast této

bakterie by byl uplny aZ pii pouziti vyssich koncentraci nez 1500 mg-1™.

Biofilm Bacillus subtilis byl v ptitomnosti MK Ci¢.9 odolny nejméné. Ve vSech sledova-
nych koncentracich Bacillus subtilis biofilm netvofil. Je pravdépodobné, Ze pii koncentra-
cich 25 mg-1™ a 50 mg-1" by se biofilm tvofil, protoZe zde neni inhibiéni Gi¢inek na rist této
bakterie. Bacillus tequilensis pii koncentracich 100 mg:1" a 250 mg-1" tvofil slaby biofilm,
takZe lze predpokladat, Ze pfi vysSich koncentracich jiz biofilm produkovat nebude. Silny
biofilm produkoval Bacillus pumilus a Stenotrophomonas maltophilia, ktery se tvofil
v koncentracich 1001000 mg-I"' (Obr. 10). I piesto, Ze znatelna inhibice ristu u Ste-
notrophomonas maltophilia byla 100 mg-1" a u Bacillus pumilus 50 mg-1" se biofilm tvofil
ve vSech koncentracich. Znamena to tedy, ze MK Ci60 nema vyznamny vliv na jejich

tvorbu biofilmu.
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Obr. 9. Inhibicni ucinky MK Cjs.9 na rust a tvorbu biofilmu Bacillus tequilensis,

Bacillus subtilis a Bacillus pumilus
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maltophilia a rust Bacillus cereus
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7.5 Kyselina stearova

MK Cis.0 neméla témét zadné inhibi¢ni €inky na bacily, naopak na gramnegativni ty¢inku
Stenotrophomonas maltophilia méla znatelny inhibi¢ni ucinek jiz pii koncentracich 25—
100 mg:1"' (Obr. 12). Vyznamny inhibi¢ni G&inek na riist viech testovanych bakterii nastal
aZ pii koncentraci 250 mg-1". Z dostupné literatury nebylo mozné zjistit, zda kyselina stea-
rova muze mit potencidlné vétsi antibakteridlni G€inky proti gramnegativnim nez proti
grampozitivnim bakteriim, protoze neexistuji studie, které by se touto problematikou zaby-
vali. Z ristové kiivky Bacillus pumilus 1ze vy&ist, ze koncentrace 500 mg-1" méla vliv na
zkréceni exponencialni fize riistu, ktera skonéila po 10 hodinach (Obr. 11). Uplny inhibig-
ni ucinek této mastné kyseliny by byl prokazatelny s pouzitim vyssi koncentrace nez 1500

mg-l'l. MK Cig. stejné jako MK Cj¢,0 nema baktericidni u¢inky na tyto bakterie.

Biofilm Bacills subtilis byl opdt nejméné& odolny. P¥i koncentracich niz§ich nez 250 mg-1™
by se mohl pravdépodobné biofilm tvofit, protoZe se pfi niz§ich koncentracich, stejné jako
u kyseliny palmitové, neprojevuje inhibi¢ni U€inek na rist (Obr. 11). Stenotrophomonas
maltophilia tvofila silny biofilm v koncentracich 25-500 mg:1"'. Bacillus tequilensis (Obr.
11) a Bacilus pumilus produkovali biofilm velmi slabé p¥i koncentraci 1000 mg-1". Je tedy
pravdépodobné, Ze pii nejvyssi koncentraci by biofilm tvofit ptestali. I pfestoze rtust Ba-
cillus subtilis nebyl nijak vyrazn¢ inhibovén, tvorba biofilmu v pfitomnosti této mastné
kyseliny byla vyrazn€ snizena (Obr. 11). Naopak odolnost rlstu Stenotrophomonas mal-

biofilmu nejvyssi.

ABABOUCH et al. (1992) testovali mastné kyseliny na spory Clostridium botulinum,
Clostridium sporogenes a Bacillus cereus. Zjistili, ze nejvice inhibujici byla MK Ci,y
s MIC 150 mg-1" a kyselina linolenova 10 mg-1"". MK Cs.o, MK C1g.0, MK Cj6:0 a MK Cis:0
vykazovaly téZ inhibiéni efekt, ale az pii koncentracich vyssich nez 150 mgl”

(ABABOUCH, CHAIBI a BUSTA, 1992).
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Bacillus subtilis a Bacillus pumilus
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7.6 Kyselina undecenova

MK Cy;.; stejn€ jako MK Cj,0 vykazovala znatelné inhibi¢ni ucinky jiz pii 50 mg-l'1 a to
na témet vSechny testované bakterie, kromé Bacillus tequilensis, u néhoz byl zaznamenan
znatelny inhibi¢ni u¢inek pfi koncentraci 100 mg:1"' (Obr. 13). Obecné viak méla MK C ;.
vetsi antimikrobni efekt na vSechny bacily. Podle Desbois a Smith (2010) maji nenasycené
mastné kyseliny se stiedné¢ dlouhym az dlouhym fetézcem tendenci byt aktivnéjsi proti
grampozitivnim bakteriim nez proti gramnegativnim. Dolezalova et al., (2010) zkoumali
antimikrobni u¢inky MAG C,;.0a MAG Cy;.; a zjistili, ze obé tyto latky Gispésné inhibova-
ly grampozitivni koky Staphylococcus aureus a sporulujici ty€inky Bacillus cereus, ale
gramnegativni bakterie byly vysoce odolné na inhibici témito MAGy. MK C;;.; vykazova-
la také na Bacillus cereus znaéné antibakterialni uginky jiz pii koncentraci 50 mg-1" (Obr.
14). Vyznamny bakteriostaticky uginek tvofila tato kyselina o koncentraci 500 mg-1", kdy
u ristovych ktivek Bacillus tequilensis a Bacillus subtilis doslo k prodlouzeni lag-faze na 4
hodiny a exponencidlni faze rstu skoncila az po 18 hodinach (Obr. 13). U Bacillus pumi-
lus (Obr. 13) a Stenotrophomonas maltophilia (Obr. 14) bylo prodlouZeni lag-faze stejné
jako u vySe zminénych dvou bacilll, ale exponencialni faze ristu skoncila jiz po 10 hodi-
nach. U Bacillus pumilus byla exponencialni faze kratsi oproti kontrole bez MK. U vSech
bacilii byla zaznamenana MIC pii 1000 mg-1". MK C;.,; v koncentraci 1500 mg-1" méla
baktericidni u¢inek na Bacillus pumilus a Bacillus cereus. Uinek opét ovéien zao&kova-
nim na agar. Lee et al. (2002) uvadi, ze rist Bacillus cereus byl Gspé$né€ inhibovan nenasy-
cenou MK Cig.» s minimalni inhibiéni koncentraci 20 mg-l'l (Lee, Kim a Shin, 2002). Lze
tedy usoudit, Ze antibakteridlni i¢innost nenasycenych MK viici ristu Bacillus cereus se

zvySuje s rostoucim poc¢tem uhlikil v fetézci.

Bacillus subtilis a Bacillus pumilus produkovali slaby biofilm do koncentrace 250 mg-1™,
vys§imi koncentracemi byl biofilm obou bacil uspéSné inhibovan. I piestoZze byly inhibic-
ni U¢inky na rist této mastné kyseliny u vSech testovanych bakterii zcela shodné, Ste-
notrophomonas maltophilia prokézala nejvétsi produkei silného biofilmu pii vSech kon-

centracich MK Cy.1.
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8 ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na studium inhibi¢nich uc¢inku mastnych kyselin na
bakterie tvofici biofilm. Vliv mastnych kyselin byl sledovan u 4 druht bacilii a u jedné
gramnegativni tyCinky. Nejvetsi antimikrobni vlastnosti vykazovala MK C;;.; a to jiz pfi
nizkych koncentracich na vSechny testované bakterie. Bakteriostaticky ptisobila MK Cjz.
v koncentraci 25 mg-1" na rod Bacillus mimo Bacillus tequilensis. Baktericidni uéinky
vykazovala MK Ci, pfi koncentraci 250 mg-l'l na vSechny sledované bacily. Ste-
notrophomonas maltophilia byla vici plisobeni MK Ci,. odolngj$i. Nejméné u¢inné mast-
né kyseliny viici ristu baciltt byly MK Cs.p a MK Cig.9. Naopak na bakterii Stenotropho-
monas maltophilia zpisobila MK C,3. znatelnou inhibici jiz od koncentrace 25 mg-l'l. Bio-
film vyznamné inhibovala MK Cjoo 1 MK Cjy pficemz biofilm produkovany Ste-
notrophomonas maltophilia byl vici pisobeni vSech MK nejodolnéjsi. U této bakterie byl
biofilm tvofen bez ohledu na to, zda dand kyselina inhibovala rust jiz pfi nizkych koncen-

tracich.

S posouzenim vSech vysledk, by se antimikrobialni vlastnosti mastnych kyselin daly vyu-
zit pro rizné aplikace v medicing, zemédélstvi, ke konzervaci potravin a kosmetiky a pro
prevenci a lécbu infekci. Mastné kyseliny jsou pfirodniho pivodu a jsou pouzitelné
v ptipadech, kdy je vyzadovéana antimikrobni aktivita a pouZiti antibiotik je neZadouci ne-
bo zakézané. Vzhledem k tomu, Ze se zvySuje rezistence mnoha bakterii k antibiotikiim, je
zde divod déle zkoumat mastné kyseliny jako antibakteridlni ¢inidla pro lidské zdravi a

medicinu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BHI Mozkosrdcova infuze

DHA Kyselina dokosahexaenova

DNA Deoxyribonukleotidova kyselina
EPA Kyselina eikosapentaenova

EPS Extracelularni polymerni substance
MAG Monoacylgylcerol

MALDI TOF Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice

s pruletovym analyzatorem

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MK Mastna kyselina

MO Mikroorganismus

ov Olej ve vodeé

OD Opticka denzita

PCR Polymerazova fetézova reakce
SDS Dodecylsiran sodny

uv Ultrafialové zafeni
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